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Gebiet der Erfindung 

Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zum VorwShlen des Ge- 
schlechts von Abk6mmlingen durch Sortieren von Sperma in X- 
5 und Y-Chromosomen-tragendes Sperma auf der Basis von Unter- 
schieden im DNA-Gehalt. 

Beschreibung des Standes der Technik 

10 Das Geschlecht von Tiernachkommlingen ist fur Viehziichter 
wichtig. Da Milchbauern wenig Verwendung fur die meisten 
Bullenkaiber haben, wurde die Verwendung von geschlechtsbe- 
stimmtem Samen zum Erzeugen nur weiblicher Tiere die Milch- 
produktion effizienter machen. Schweinezuchter konnten 

15 Schweinef leisch effizienter erzeugen, wenn sie in der Lage 
w£ren, nur weibliche Schweine zu vermarkten r da weibliche 
Tiere schneller als mannliche Tiere wachsen. 

Bei Kinder- und Schafzuchten wachsen die mSnnlichen Tiere 
20 schneller als die weiblichen und werden daher fur die 
Fleischproduktion bevorzugt. 

Zusatzlich kann die Fahigkeit zur Spezif izierung mannlicher 
oder weiblicher Abkommlinge die fur genetische Verbesserungen 

25 erforderliche Zeit verkurzen, da wunschenswerte Eigenschaf ten 
oftmals nur dem einen oder dem anderen Elternteil zugeordnet 
sind. Das Planen des Geschlechts von Rinderabkoinmlingen wird 
bereits auf begrenzter Basis praktiziert. Das Verfahren be- 
steht darin, Embryos aus der Kuh zu entnehmen p deren poten- 

30 tielles Geschlecht zu bestimmen, und nur diejenigen mit dem 
gewunschten Geschlecht wieder zu implantieren • Jedoch konnte 
eine M5glichkeit # Sperma in mannliche bzw. weibliche Abkomm- 
linge erzeugende Gruppen vor der Verwendung zur kunstlichen 
Besamung zu trennen, den Gesamtwert der durch Embryoubertra- 

35 gung erze'ugten Abkommlingen steigern, 

Jedes Lebewesen hat einen Satz gepaarter Chromosomen r die 
sSmtliches zur Erhaltung des Lebens auch zum Fortpflanzen 
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neuen Lebens notwendiges genetisches Material tragen. 

Alle Chromosomen auBer einem Chromosomenpaar werden als Auto- 
somen bezeichnet und tragen Gene fur samtliche Eigenschaf ten 

5 des Korpers, wie beispielsweise Haut, Haar- und Augenfarbe, 
ausgewachsene KorpergroBe und Korpereigenschaf ten . Das ver- 
bleibende Paar wird als Geschlechtschromosomen bezeichnet. 
Sie tragen das genetische Material, welches das Geschlecht 
bestimmt. Ein Geschlechtschromosom wird als X f das andere als 

10 Y bezeichnet, 

Ein Spermium vom mSnnlichen Tier oder ein Ei vom weiblichen 
Tier enthait jeweils eines von jedem Autosomenpaar ; zusatz- 
lich enthalt bei Saugern das Ei stets ein X-Chromosom , 
15 wahrend das Spermium stets entweder ein X- oder ein Y-Chromo- 
som tr£gt. 

Wenn ein Spermium und ein Ei sich vereinigen und das Spermium 
das Y-Chromosom tragt , ist der AbkSmmling mannlich <XY)? wenn 
20 jedoch das Spermium ein X-Chromosom tr£gt , wenn es sich mit 
dem Ei vereinigt, ist der sich ergebende Abkommling weiblich 
(XX). 

Der einzige f es tgestellte und meBbare Unterschied zwischen X- 
25 und Y-Spermien f der bekannt ist, und der sich als wissen- 
schaftlich gultig erwiesen hat, ist ihr Unterschied im 
Desoxyribonucleinsauregehalt ( DNA-Gehalt ) . Das X-Chromosom 
ist groBer und enthalt geringfugig mehr DNA als das Y- 
Chromosom. Der Unterschied in der Gesamt-DNA zwischen X- 
30 tragendem Spermium und Y-tragendem Spermium betr^gt 3,4% bei 
Ebersperma, 3,8% bei Bullensperma und 4,2% bei Rammlersperma . 

Die DNA-Menge in einer Spermienzelle ist, wie in den meisten 
normalen Korperzellen , stabil. Deshalb kann der DNA-Gehalt 
35 eines individuellen Spermiums beobachtet und zur Differentie- 
rung zwischen X- und Y-tragenden Spermien benutzt werden. 

Da der Unterschied in der DNA-Masse in den Geschlechtschromo- 



somen der meisten Saugern der einzige wissenschaf tlich ausge- 
wertete, meBbare Unterschied zwischen X- und Y-tragenden 
Spermien ist, sind die chromosomale Konstitution (Moruzzi, J. 
Reprod. Fertile, 57, 319 (1979)) und/oder die Messung der 
5 DNA-Masse ( Pinkel et al. (1), Science 218, 904 (1982), Pinkel 
et al. (2), Cytometry 3, 1 (1982); Johnson und Pinkel, 
Cytometry 7, 268 (1986)? Johnson et al (1), Gam. Res. 16, 1 

(1987) ; Johnson et al. (2), Gam. Res. 17, 203 (1987)) die 
einzigen verif izierbaren Mittel auBer der Fertilitat zur Be- 

10 stimmung der Geschlechtserzeugungsf ahigkeit einer Spermien- 
population. Die Literatur beschreibt viele physikalische , 
biochemische und funktionelle Methoden, die behauptetermaBen 
das Geschlecht von Spermien bestimmen (Amann und Seidel, 
"Prospects for Sexing Mammalian Sperm", Colorado Assoc. Univ. 

15 Press, Boulder (1982))? mehrere dieser Verfahren sind auf 

relativen DNA-Gehalt getestet worden (Pinkel et al., J. Anim. 
Sci. 60, 1303 (1985); Johnson (1), Theriogenology 29, 265 

(1988) ). Jedoch hat sich keine Methode in kontrollierten 
Experimenten als tatsachlich das Geschlechtsverhaltnis von 

20 Nachkommen beeinf lussend erwiesen. 

Fruhere Untersuchungen haben gezeigt, daB der Unterschied in 
dem DNA-Gehalt zwischen X- und Y-Chromosomen enthaltenden 
Spermien wiederholbar gemessen und das Spermiengeschlechts- 

25 verhaltnis einer Samenprobe vorhergesagt werden kann (Johnson 
und Pinkel, siehe oben? Johnson et al (1) siehe oben; Johnson 
et al (2), siehe oben; Johnson (1), siehe oben; Johnson (2), 
Cytometry Suppl. 2, 66 (Abstract) (1988)). Eine verif izier- 
bare Trennung durch Sortieren von X-und Y-Spermien auf der 

30 Basis des DNA-Gehalts ist bei der Wuhlmaus bewerkstelligt 
worden (Pinkel et al (1), .siehe oben; Johnson, "Beltsville 
Symposia in Agricultural Research X", P.C. Augustine, H.D. 
Danforth, & M.R. Bakst ( Herausgeber ) , Martinus Nijhoff, 
Boston, Seiten 121 bis 134 (1986)), und beim Chinchilla 

3 5 (Johnson et al (1,. siehe oben)). Jedoch fOhrten die Zube- 
reitungsprozeduren zur Schadigung der DNA-Lebensf ahigkeit . 
Das Sortieren von Spermienkernen von verschiedenen Sauge- 
tierarten (Bulle, Eber, Rammler, WOhlmaus , Chinchilla) in 



- 4 

getrennte X- und Y-Chromosomen tragende Populationen mit 
Reinheiten im Bereich von 92 bis 99% 1st ebenfalls schon 
durchgef Qhrt worden {Johnson und Clarke, Gam. Res, 21 , 335 
(1988)). Kerndekondensation und Vorkernentwicklung wurde in 
5 Hamstereiern demonstriert , die mit sortierten X- oder Y- 

tragenden Bullen-, Eber- oder Rammlerspermien mikroin j iziert 
worden sind (Johnson und Clarke siehe oben). 

Die WO 84/01265 beschreibt ein Verfahren zur Geschlechtsbe- 
10 stimmung lebensf ahiger Spermienzellen unter Verwendung eines 
Zellzy tometers in Kombination mit selektiven Markieren von 
Spermienzellen mit f luoreszentem Farbstoff. Es wird vorge- 
schlagen, Saugerspermien vor dem Farben bei zwischen 35° und 
38,5°C zu lagern. Danach werden die Spermien in Beruhrung mit 
15 einer Farbstoff losung fur eine Dauer von mindestens einigen 
Minuten, gew6hnlich aber fur eine Periode von mindestens 15 
Minuten gebracht, um eine gute Farbstoff eindringung sicher zu 
stellen. Im allgemeinen wird fur Saugerspermien ein Zellmem- 
bran-Dif fusionsmaterial wie beispielsweise DMSO oder sper- 
20 mienfreies menschliches Sperma zugegeben , so daS der Farb- 
stoff in die Spermienzellen eindringen kann. 

In Chemical Abstracts 105 (3), 22315V (1986, Fraser, L.R.) 
wird beschrieben, daB Beweglichkeit und Bef ruchtungsf ahigkeit 
25 von Mausespermien in vitro durch das Einfiihren von Rin- 
derserumalbumin mit niedriger Konzentration (0,05 bis 
0,lmg/ml) verbessert werden konne. 

Zusammenf assung der Erfindung 

30 

Aufgabe dieser Erfindung ist es f ein Verfahren zum Sortieren 
von Saugerspermien in X- und Y-Chromosomenfraktionen auf der 
Basis des DNA-Gehalts zu schaffen. 

35 Ein weiteres Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren zum 
Farben der DNA von saugerspermien bei Auf rechterhaltung der 
Lebensf ahigkeit der Spermien anzugeben. 
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Es wurde nun die Trennung von intakten lebensf ahigen X- und 
Y-Chromosomen tragende Kaninchen- und Schweinespermienpopu- 

5 lationen auf der Basis des relativen DNA-Gehalts durch Stro- 
mungssortierung , die kunstliche Befruchtung von weiblichen 
Tieren mit den sortierten Spermien, und die nachfolgende 
Geburt von geschlechtsbes timmten Nachkommen mit einem phano- 
typischen Geschlechtsverhaitnis entsprechend den Vorhersagen 

10 auf der Basis des relativen DNA-Gehalts der sortierten Sper- 
mienpopulationen gezeigt. 

Ein Stromungszytometer mist die Menge von abgegebenen fluo- 
reszierendem Licht, wenn das zuvor mit einem f luoreszenten 

15 Farbstoff behandelte Spermium durch einen Laserstrahl pas- 
siert. Der Farbstoff bindet sich an die DNA, Das fluores- 
zierende Licht wird durch eine optische Linsenanordnung ge- 
sammelt; das Signal wird zu einer Fotovervielf acherrohre 
geleitet, verstarkt und durch einen Computer analysiert. Da 

20 das X-Chromosom mehr DNA enthalt als das Y-Chromosom, nimmt 
das weibliche Spermium X mehr Farbstoff auf und gibt mehr 
Fluoreszenzlicht ab als das mannliche Spermium (Y). 

Damit kleine Unterschiede in der DNA zwischen X und Y nachge- 
25 wiesen werden konnen, mussen die Spermien einzeln hinterein- 
ander durch den Laserstrahl passieren, der den DNA-Gehalt des 
einzelnen Spermiums miBt. 

Bei der orthogonalen Strc3mungszy tometrie laBt man ein Suspen- 
30 sion von mit einem Fluorf arbstof f gefarbten Einzelzellen in 
einer schmalen Stramung flieBen, die eine Erregungsquelle 
(Laserstrahl) schneidet. Wahrend Einzelzellen durch den 
Strahl hindurchpassieren , sammeln optische Detektoren das 
emittierte Licht f wandeln das Licht in elektrische Signale 
35 urn, und die elektrischen Signale werden durch einen mehr- 
kanaligen Analysierer analysiert. Die Daten werden als Mehr- 
fach- oder Einf ach-Parameter-Histogramme unter Verwendung der 
Zellenzahlen und der Fluoreszenz pro Zelle als Koordinaten 
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angezeigt. 

Um ein orthogonales Stromungszy tometriesys tem zum Differen- 
zieren zwischen X- und Y-tragender Spermien-DNA einsetzen zu 

5 konnen, sind eine kegelige Probeninjektionsspitze und ein 
zweiter Fluoreszenzdetektor in der vorderen Position 
erforderiich (Johnson und Pinkel, siehe oben ) . Dieses Papier 
wird hier durch Bezugnahme einbezogen. Das modifizierte 
System ermoglicht die Steuerung der Orientierung des flachen 

10 eiformigen Spermienkopf es , wShrend er den Laserstrahl pas- 
siert. Ein Eliminieren des nichtorientierten Spermiums durch 
elektronische Torsteuerung steigert die Genauigkeit. Typi- 
scherweise sind 80% der Spermienkerne (ohne Schwanze) richtig 
orientiert r wahrend sie den Laserstrahl passieren. 

15 

In dem modif izierten Epics-V ( eingetragene Marke) Stro- 
mungszytometer/Zellensortierer orientieren auf die flachen 
eiformigen SSugerspermienkerne ausgeiibte hydrodynamische 
Krafte die Kerne in der Ebene des Probenstroms , wahrend sie 

20 die kegelige In jektionsspitze verlassen • Die Fluoreszenz- 

signale werden gleichzeitig durch optische Detektoren bei 90° 
und 0° von der Kante und der flachen Seite des Spermienkerns 
aufgenommen, Zum Sortieren wird der Probenstrom durch einen 
Ultraschallwandler in gleichf ormige Tropfchen auf gebrochen. 

25 Trdpfchen, die ein einzelnes Spermium mit der entsprechenden 
Fluoreszenzintensitat enthalten, erhalten eine Ladung und 
werden elektrostatisch in Sammelgef a8e abgelenkt. Die gesam- 
melten Spermienkerne konnen dann zur Mikroin jektion in Eier 
verwendet werden. Da die Spermienkerne keine Schwanze haben, 

30 konnen sie nicht ftir eine normale Befruchtung verwendet 
werden. 

Eine genaue Messung des Saugerspermien-DNA-Gehalts unter 
Verwendung der Stromungszytometrie und die Zellensort ierung 
35 sind schwierig , da der Spermienkern in hohem MaBe kondensiert 
ist und eine flach Form hat, was eine stochiometrische FSr- 
bung schwierig macht und einen hohen Brechungs index der ge- 
farbten Kerne verursacht. Diese Faktoren tragen dazu bei, daB 
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die Emission der Fluores2enz bevorzugt von der Kante bzw. der 
dunnen Ebene des Spermienkerns aus erfolgt. In den meisten 
Zytometern und Sortierern ist die Richtung der Probenstromung 
orthogonal zur Ausbreitungsrichtung des Laserstrahls und zu 

5 den optischen Achsen der Fluoreszenzmessung . Inf olgedessen 
ist die Fluoreszenzmessung am genauesten, wenn die Spermien- 
flubreszenz erregt und auf einer zur Ebene des Spermienkopf es 
senkrechten Achse gemessen wird (Pinkel et al (2), siehe 
oben). Bei verhaitnismaBig niedrigen Probendruchsatzraten 

10 werden die hydrodynamischen Eigenschaf ten zum Orientieren 
schwanzloser Spermien benutzt, so daB der DNA-Gehalt bei 60 
bis 80% der vor dem Laserstrahl passierenden Spermien prazise 
gemessen werden kann. Das bei dieser Untersuchung verwendete 
modifizierte Epics-V ( eingetragene Marke ) System kann den 

15 DNA-Gehalt schwanzloser Spermien der meisten Arten bei einem 
Durchsatz von 50 bis 150 Spermien pro Sekunde messen (Johnson 
und Pinkel siehe oben). 

Intakte Spermien (mit SchwSnzen), ganz gleich ob lebensfahig 

20 oder nicht lebensfahig, konnen nicht so effektiv wie schwanz- 
lose Spermienkerne orientiert werden (Johnson (2) r siehe 
oben). Jedoch kann ein 90°-Detektor eingesetzt werden, urn die 
Population richtig orientierter intakter Spermien zu wShlen, 
die von dem 0°-Detektor gemessen werden. Da keine hydrodyna- 

25 mische Orient ierung versucht wird, kann die Probendurchsatz- 
rate viel hoher sein, was in gewisser Weise die Tatsache kom- 
pensiert, das nur 15 bis 20% der intakten Spermien in der 
richtigen Orientierung durch den Laserstrahl passieren. Bei 
dieser Erfindung war die Gesamtdurchsatzrate etwa 2500 in- 

30 takte Spermien pro Sekunde. Die intakten X- und Y- tragenden 
Spermienf raktionen wurden gleichzeitig aus dem Eingangssperma 
mit einer Rate von 80 bis 90 Spermien jedes Typs pro Sekunde 
sortiert. Es ist naturlich von kritischer Wichtigkeit, w£h- 
rend des Sortierprozesses und wahrend der Lagerung nach dem 

3 5 Sortieren und vor der Befruchtung eine hohe Lebensf ahigkeit 
der intakten Spermien aufrechtzuerhalten . Von den an der Auf- 
rechterhaltung der Spermienlebensf ahigkeit beteiligten Fak- 
toren haben sich das Verfahren ziim Farben der Mantelf lussig- 
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keit und der Sammelf lussigkeit als besonders bedeutsam erwie- 
sen. 

Es mu8 eine nichttoxische DNA-Farbung gewShlt werden. Ein 
5 bevorzugtes FSrbemittel 1st Hoechst Bisbenzimid H 33342- 
Fluorochrom ( Calbiochem-Behring Co., La Jolla, CA). Nach 
unserer Kenntnis ist dieses Fluorochrom der einzige sich an 
DNA bindende Farbstoff , der fur Spermien nicht toxisch ist. 
Die Konzentration des Fluorochroms muB minimal sein, urn 
10 Toxizitat zu vermeiden, aber trotzdem ausreichend sein, urn 
die Spermien gleichformig zu farben und kleinen Differenzen 
in der DNA der X- und Y-Spermien mit minimaler Schwankung 
nachweisen zu konnen. Als geeignete Konzentration wurde 
5 fig/ml ermittelt, aber diese kann von 4 bis 5 jug/ml variiert 
15 werden. 

Die Spermien mOssen bei ausreichender Temperatur und wahrend 
ausreichender Zeit mit Farbstoff inkubiert werden, damit die 
Farbung stattfinden kann, jedoch unter genugend milden Bedin- 
20 gungen, urn die Lebensf ahigkeit zu bewahren. Eine Inkubation 
wahrend einer Stunde bei 35 °C ware auch noch wirksam. Die 
Inkubationszeit muB entsprechend der Temperatur eingestellt 
werden, d.h. 1,5 Stunden bei 30°C; 1 Stunde bei 39°C. 

25 Die beim Sortieren der Zellen verwendete Mantelf lussigkeit 
muB elektrisch leitend und isotonisch sein. Eine Konzentra- 
tion von 10 mM phosphatgepuf f erter Salzl5sung stellte die 
notwendigen elektrischen Eigenschaf ten her, und 0,1% Rinder- 
serumalbumin wurde zugegeben, urn die Spermienlebensf ahigkeit 

30 durch Bereitstellen von Protein zur Unterstuzung des Stoff- 
wechsels und far die Viskositat des Spermas zu fordern. Die 
Mantelf lussigkeit muB frei von Zuckern und uberschussigen 
Salzen sein. 

35 Die Verdunnung des Spermas, die beim Sortieren auftritt, 

neigt dazu, die Lebensf ahigkeit der Zellen zu verringern. Zur 
Oberwindung dieses Problems wurden Spermien in Testeidotter- 
Streckmittel gesammelt (Graham et al., J. Dairy Sci. 55,372 



(1972)), das durch Einstellen des pH-Werts und Zugabe eines 
Oberf lachenentspannungsmittels modifiziert wurde. Einzelhei- 
ten der Zusammensetzung des Streckmittels sind in Beispiel 1 
angegeben. Das Oberf lachenentspannungsmittel vergroBert ver- 
5 mutlich die Bef ruchtungsf ahigkeit der Spermien vor der 
Befruchtung. 

Zur Bestatigung des DNA-Gehalts und Vorhersage des 
Geschlechts der Abkommlinge von kunstlich befruchteten Y- 
10 bzw. X-sortierten Spermienf raktionen wurde ein Aliquot des 
sortierten Spermas schallbeauf schlagt , urn die Schwanze zu 
entfernen, gefarbt, und die Kerne wurden erneut auf den DNA- 
Gehalt analysiert, um den Anteil von X- und Y-Spermien vor- 
herzusagen* 

15 

Obwohl bei der folgenden detaillierten Beschreibung die Sor- 
tierung von Kaninchenspermien als Beispiel der Erfindung be- 
nutzt wird f ist zu erwarten, daB das Sperma der meisten 
SSuger durch Anwendung dieser Verfahren effektiv sortiert 
20 werden kann. 

Kaninchensamen wurde gesammelt, verdiinnt und mit Fluorchrom- 
Farbstoff gef&rbt. Die Spermien wurden in einem modif izierten 
Epics-V ( eingetragene Marke) Stromungszytometer/Zellensor- 
25 tierer sortiert, 

Nach dem Sortieren wurden die Spermien kunstlich in die Uteri 
von Kaninchen eingebracht. 

30 Die durch kOnstliche Befruchtung von Weibchen erhaltenen 
Ergebnisse mit sortierten intakten Spermien sind in Tafel 1 
dargestellt. Die Untersuchung von Eiern 40 Stunden nach der 
Befruchtung zeigte f daB gefarbte sortierte Spermien ebenso 
wie ungefarbte unsortierte Spermien zur Befruchtung von 

35 Kanincheneiern in vitro fahig waren. 
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Tafel I 

Befruchtungsf ahigkeit von stromungssort ierten 
Kaninchen-Spermatozoen nach intrauteriner Befruchtung 

von Weibchen 

5 



Anzahl von 



10 Spermien- befruchtete Ovalations- untersuchte befruchtete 
behandlung Weibchen punkte Eier Eier 



Unsortiert 2 16 9.9 

15 Sortiert 6* 59 46 39 



*Ein Weibchen hatte 7 untersuchte und 7 unbef ruchtete Eier. 
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Bef ruchtungen wurden auch durchgef Ohrt , urn die Vergleich- 
barkeit des vorhergesagten Geschlechts von Abkommlingen zum 
phanotypischen Geschlecht zu bestimmen. Wie die Daten in 
Tafel II zeigen, war die Vorhersagbarkeit des phanotypischen 

5 Geschlechts auf der Basis der DNA-Analyse der getrennten in- 
takten Spermien sehr hoch. Die erneute Analyse der zur Be- 
fruchtung verwendeten sortierten Y-Population zeigte, da8 81% 
der Spermien Y-tragend waren. Das Geschlechtsverhaltnis der 
Nachkommen aus diesen Bef ruchtungen war identisch mit dem 

10 vorhergesagten. Diese Werte waren betrachtlich verschieden 
von den theoretischen 50 : 50 Geschlechtsverhaitnissen 
(P< 0,003). Die erneute Analyse der fur die Befruchtung ver- 
wendeten sortierten X-tragenden Spermienpopulation zeigte, 
da8 86% X-tragende und 14% Y-tragende Spermien waren. Das 

15 phanotypische Geschlecht der Abk5mmlinge von diesen Befruch- 
tungen war zu 94% weiblich, was von dem theoretischen Ver- 
haitnis 50 : 50 (P ^0,003) verschieden ist. 

Befruchtungen wurden auch mit sortierten X- und Y-Popula- 
20 tionen durchgef iihrt, die unmittelbar vor der Befruchtung 

wieder kombiniert wurden ( rekombinierte X- und Y-Gruppe). Es 
wurde die Annahme gemacht , daB die Anteile von X und Y in den 
rekombinierten Proben gleich waren (50 : 50). Das aus den 
Befruchtungen resultierende phanotypische Geschlecht war 57% 
25 weiblich und 43% mannlich (Tafel II) und war nicht signifi- 
kant von dem theoretischen Geschlechtsverhaltnis (50 : 50) 
verschieden (P = 0,40). Das phanotypische Geschlechtsverhalt- 
nis der geborenen Abkommiinge von entweder mit sortierten X- 
tragenden oder sortierten Y-tragenden Spermien befruchteten 
30 Weibchen war von dem von unbehandeltem Samen erwarteten theo- 
retischen Geschlechtsverhaltnis (50 : 50) verschieden 
(P< 0,002 fur X und P ^0,001 fur Y). 

Die embryonale Sterblichkeit in den mit sortierten intakten 
35 Spermien befruchteten Weibchen war be trachtlich. Bei einer 
vernunftig hohen Bef ruchtungsrate (Tafel I ) wurde man eine 
Wurfrate von nahezu 80% und eine WurfgroBe von etwa 6 von 
Weibchen dieses Alters und dieser Art erwarten. Jedoch betrug 
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die Wurfrate bei den drei Behandlungsgruppen im Mittel nur 
28% mit einer mittleren WurfgroBe von 3,9. Die Ursache der 
ersichtlich hohen Embryonensterberate wird bei der Fluoro- 
chrom-Bindung an die DNA und/oder der Einwirkung des Laser- 

5 strahls zur Erregung des DNA-gebundenen Fluorochroms vermu- 
tet. Fruhere Arbeiten haben gezeigt, daB sortierte 
Muhlmausspermienkerne , die in Hamstereier mikroin j iziert 
wurden, Chromosomenbruche in dem sich entwickelnden 
Spermienvorkern auftreten (Libbus et al., Mut. Res. 182,265 

10 (1987) )• Diese Spermien sind schallbeauf schlagt , gefarbt, 
sortiert und mikroin j iziert worden, was eine etwas grobere 
Behandlung als das Farben und Sortieren in dieser 
Untersuchung darstellt. 

15 Es wurde gezeigt, daB die DNA als dif f erenzierendes Kriterium 
zwischen X- und Y-tragenden Spermien benutzt werden kann , daB 
DNA zur genauen Vorhersage des Geschlechts von Abkommlingen 
von getrennten X- und Y-tragenden Spermienpopulationen be- 
nutzt werden kann, und daB die Strdmungssortierung ein effek- 

20 tives Mittel zum Trennen lebensfahiger X- und Y-tragender. 

Spermienpopulationen darstellt, die zur Erzeugung von Abkomm- 
lingen geeignet sind. 

Die folgenden Beispiele dienen nur zur weiteren Illustration 
25 der Erfindung und sollen den Schutzbereich der Erfindung 

nicht begrenzen, der durch die Patentanspruche definiert ist. 

Beispiel 1 

30 Es wurde Samen von ausgewachsenen Rammlern gemischter Arten 
unter Verwendung einer kunstlichen Vagina gesammelt. Die 
Spermienkonzentration wurde mit einem Hamozytometer bestimmt. 
Der Samen wurde mit Tris-Buffer, pH-Wert 6,9, auf eine Kon- 
zentration von 10 x 10 6 pro ml verdunnt. Bisbenzimid-H-33342- 

35 Fluorochrom wurde mit einer Konzentration von 5 pg/ml zugege- 
ben. Die Proben wurden wahrend einer Stunde bei 35 °C inku- 
biert. Intakte Spermien wurde auf einem modif izierten Epics-V 
( eingetragene Marke) Stromungszy tometer /Zellensortierer sor- 
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tiert. Die gefarbten intakten Spermien wurden in den ultra- 
violetten Linien (UV; 361 nm und 364 nm) Linien eines 5-Watt 
90-5-lnnova ( eingetragene Marke) Argonionenlaser erregt , der 
mit 2000 mW arbeitete. Die Daten wurden als 256-Kanal-Histo- 
5 gramme gesammelt. Die Mantelf lussigkeit war 10 mM phosphat- 
gepufferte Salzldsung (PBS), die 0,1% Rinderserumalbumin 
(BSA) enthielt. Die Spermien wurden in ein Testeidotter- 
Streckmittel sortiert. 

10 Die Zusammensetzung des Streckungsmittels war N-Tris 

( Hydroxymethyl ) -Methyl-2-Amino-Ethansulf onsSure, 2,16 g; 
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 0,51 g; Dextrose 0,1 g; 
Streptomycin-Sulfat 0,13 g; Penicillin G 0 r 08 g; Eidotter 
12,5 ml? Equex STM (Nova Chemical Sales, Scituato, MA) 0,5%; 

15 und destilliertes Wasser 50 ml. Dieses Gemisch wurde zentri- 
fugiert und nur der Oberstand wurde verwendet. Die sortierten 
Spermien wurden durch Inkubieren bei Raumtemperatur wShrend 
einer Stunde konzentriert , wonach die dUnnere Fraktion ent- 
fernt wurde und der Rest zur Befruchtung 1 bis 4 Stunden 

20 spater benutzt wurde. 

Beispiel 2 

Ausgewachsene Weibchen von WeiSen NeuseelSnder Kaninchen 
25 wurden 150 internationale Einheiten menschliches Chorion- 
gonadotropin {HOG) zum Hervorrufen des Eisprungs injiziert, 
der 10 Stunden spater erwartet wurde. 7 Stunden nach der 
Behandlung mit HOG wurden die Weibchen durch Injektion mit 
Ketamin-Hydrochiorid , das Azepromazin enthielt, chirurgisch 
30 vorbereitet und unter Halothan und Sauerstoff anSsthesiert . 
Der Uterus wurde durch Mittelschnitt freigelegt, und 100 ^1 
sortierte bzw. unsortierte Spermien wurden in das Lumen der 
vorderen Spitze jedes Uterushorns durch eine Nadel der GroBe 
21 eingebracht. Bei der Versorgung der Kaninchen wurden 
35 ubliche MaBnahmen angewendet. Diese Weibchen wurden 40 Stun- 
den nach der Befruchtung getatet; die Uteri wurden gespult 
und die herausgenommenen Eier ausgewertet. Alle herausgehol- 
ten befruchteten Eier wurden als Morula klassif iziert . Die 
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Ergebnisse dieser Experimente sind in Tafel I gezeigt. 

Beispiel 3 

5 Tafel II zeigt die Ergebnisse der in die Spitze des Uterus- 
horns vorgenommenen Befruchtungen: Die Anzahl der Weibchen, 
die geworfen haben, und das phanotypische Geschlecht der Ab- 
kommlinge im Vergleich zum vorhergesagten Geschlecht. Das 
vorhergesagte Geschlecht der Abkommlinge basierte auf einer 

10 erneuten Analyse der sortierten intakten Spermien zur Be- 
stimmung des relativen DNA-Gehalts. Zur erneuten Analyse 
wurden die sortierten Spermien wahrend 10 s schallbeauf- 
schlagt und mit 15.000 g zentrif ugiert , der Uberstand wurde 
weggeschuttet , und das Pellet wurde in 9 fiM Bisbenzimid 

15 H 33342 resuspendiert . Das phanotypische Geschlecht der Ab- 
kommlinge wurde bald nach der Geburt bestimmt und in spateren 
Altersstufen bis zu 10 Wochen bestatigt. Rekombiniertes X und 
Y sind die sortierten X- und Y-Spermienpopulationen , die un- 
mittelbar vor der Befruchtung rekombiniert wurden. 

20 

Beispiel 4 

Unter Verwendung der Methoden nach den Beispielen 1, 2 und 3 
wurden lebensfahige Schweinespermien in lebensfahige X- und 
25 Y-Chromosomen tragende Populationen sortiert. Zwei Wurfe (18 
Ferkel) von kunstlich eingebrachtem Ebersamen erzeugten 88% 
weibliche Ferkel von X-sortieren Spermien und 67% mSnnliche 
Ferkel von Y-sortierten Spermien. 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zum Vorwahlen des Geschlechts von S auger -Abk 6mm- 
lingen, das umfaSt: 

5 

a) Farben von von einem mannlichem Sauger erhaltenem lebens- 
fahigem intaktem Sperma mit einem f luoreszierenden nichttoxi- 
schen Farbstoff, der in der Lage ist, DNA in lebenden Zellen 
selektiv zu farben, indem das Sperma bei einer Temperatur im 
10 Bereich von 30 bis 39 °C wahrend einer Zeitspanne inkubiert 
wird, die ausreichend lang ist, dam-it ein gleichf ormiges 
Farben stattfinden kann, die aber auch ausreichend kurz ist, 
damit die Lebensf ahigkeit des Spermas erhalten bleibt, 

15 b) EinfQhren des Spermas in eine elektrisch leitende und iso- 
tonische, die Lebensf ahigkeit unterstiitzende Tragerf lussig- 
keit, um eine Suspension von Spermien herzustellen , die 
einzeln in der Tragerf lussigkeit transportiert werden , 

20 c) Vorbeifiihren der die Spermien enthaltenden Tragerf lussig- 
keit an einer Anregungslichtquelle , die das Fluoreszieren der 
gefarbten DNA bewirkt, 

d) Hindurchfuhren der die Spermien enthaltenden Tragerf lus- 
25 sigkeit sowohl durch eine Einrichtung zum Nachweis der Fluo- 

reszenz der gefarbten DNA und auBerdem durch eine Zellensor- 
tiereinrichtung, wobei die Einrichtung zum Nachweis der 
Fluoreszenz mindestens zwei so angeordnete Detektoren auf- 
weist, daB ein erster Detektor die Orientierung von Spermien 
30 auf der Basis der Fluoreszenzstarke bestimmt und einen 

zweiten Detektor zur Messung des DNA-Gehalts von Spermien auf 
der Basis der Fluoreszenzstarke dieser Spermien steuert, die 
als in einer vorgewahlten Orientierung befindlich bestimmt 
worden sind, 

35 

e) mittels der Zellensort iereinrichtung Auswahlen der 
Spermien, die einen einem gewiinschtem Chromosom, das das 
gewiinschte Nachkommengeschlecht erzeugt, entsprechenden DNA- 



Gehalt hat, und Abtrennen der ausgewahlten Spermien von 
nichtausgewahlten Spermien und, 

f ) Sammeln der ausgewahlten Spermien in einer die Lebens- 
5 fahigkeit unterstutzenden Sammelf lussigkeit . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der SSuger ein Kaninchen 
ist . 

10 3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Sauger ein Schwein 
ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Sauger ein Rind ist. 

15 5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Inkubation bei einer 
Temperatur von etwa 39 °C wahrend einer Zeitdauer von etwa 
einer Stunde erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Inkubation bei einer 
20 Temperatur von etwa 35*C wahrend einer Periode von etwa einer 

Stunde erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Inkubation bei einer 
Temperatur von etwa 30 °C wahrend etwa 1,5 Stunden erfolgt. 

25 

8. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Tragerf lussigkeit 
phosphatgepuf f erte Salzlosung ist, und wobei die Losung 
auBerdem 0,1% Rinderserumalbumin zur F5rderung der Spermien- 
lebensf ahigkeit enthait. 

30 

9. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Sammelf lussigkeit 
modif iziertes Tes teigelb-Streckmittel ist. 

10. Verfahren nach Anspruch I, wobei die Spermien in der 

35 Tragerf lUssigkeitsstf omung hydrodynamisch orientiert werden, 
bevor diese an der Lichtquelle vorbeigef Uhrt wird. 



11. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Spermien in der Tra- 
gerflussigkeitsstromung hydrodynamisch orientiert werden, 
indem die Flussigkeit in Form einer engen Str6mung durcheine 
kegelige Injektionsspitze hindurchgefuhrt wird, bevor sie an 

5 der Lichtquelle vorbeigef iihrt wird. 

12. Verfahren zur Vorbestimmung des Geschlechts nichtmensch- 
licher saugetiernachkommen , das umfaSt: 

10 a) Vorwahlen von Spermien nach dem Verfahren nach Anspruch 1, 
und 

b) Befruchten eines Eis aus einem nichtmenschlichem weibli- 
chen Saugetier der gleichen Art wie das nichtmenschliche 
15 mannliche Saugetier mit dem ausgewahlten Sperma in der 
Sammelf lQssigkeit . 

13. Verfahren zur Vorbestimmung des Geschlechts von SSuger- 
• Nachkommen, das umfaBt: 
20 

a) Vorwahlen von Spermien nach dem Verfahren nach Anspruch 1, 
und 

b) In-Vitro-Befruchten eines Eis eines weiblichen SSugers der 
25 gleichen Art wie der mannliche Sauger mit dem ausgewahlten 

Sperma in der Sammelf lQssigkeit . 

14. Verfahren nach Anspruch 1, das auSerdem mittels eines 
elektronischen Torsystems das Eliminieren von Spermien um- 

30 fa8t, die nicht richtig orientiert sind, bevor das Sortieren 
in der Zellensortiereinrichtung stattfindet. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Spermienstromung 
durch die Zellensortiereinrichtung durch einen Ultraschall- 

35wandler reguliert wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Spermien auf der 
Basis des X- oder Y-Chromosomen-DNA-Gehalts mit etwa 90% 



Effizienz sortiert werden. 



17. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Spermien in der 
Tragerflussigkeit hydrodynamisch orient iert werden, und 
Spermien, die nicht richtig orientiert sind, mittels eines 
elektronischen Torsystems vor dem Vorbeifuhren an der Licht- 
quelle eliminiert werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Farbstoff 
Bisbenzimid-H33342-Fluorchrom ist . 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 



□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
t^FADl 
□*BLU 



faded text or drawing 
'blurred or illegible text or drawing 
□ skewed/slanted images 



□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

ElLlNES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
QTrEFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) submitted are poor quality 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



